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Dex  Dexamethasone 
MVAC  Methorexate, vinblastine, adriamycin and cisplatin  
PS  Performance status 
BMI  Body mass index 
CTCAE  Common Terminology Criteria for Adverse Events  
G-CSF  Granulocyte-colony stimulating factor  
CFC assay Colony Forming Cell assay 
OCT2  Organic cation transporter 2 
MDCK   Madin-Darby canine kidney  
C/M ratio Cell-to-medium ratio 
MRP2  Multidrug resistance transporter 2 
MATE1  Multidrug and toxin extrusion transporter 1 



















 1983 年、1997 年の報告によると殺細胞性抗がん薬によるがん化学療法の有
害事象において最も苦痛なことは『悪心・嘔吐』であった[2,3]。しかし、5-HT3
拮抗薬や NK-1 受容体阻害薬などの優れた新規の制吐薬の開発など支持療法の
進歩に伴い、2002 年の報告では、その順位は 11 位にまで落ちてきている[4]。
その制吐療法における標準的な薬剤が dexamethasone (Dex)である。高用量の
Dex は、がん化学療法における悪心・嘔吐に対して有効であることが多くの比
較臨床試験で証明されており[5]、制吐療法に関する American Society of 
Clinical Oncology や European Society of Clinical Oncology、Multinational 
Association of Supportive Care in Cancer などのガイドラインで推奨されてい






























 そこで本研究では、後方視的コホート研究として Dex 併用による MVAC 療法
施行患者における重篤な好中球減少症の発現率や発現時期への影響を検討した。
また、Dex による抗がん薬による好中球減少に影響を及ぼした結果について再
















 本章では、金沢大学附属病院泌尿器科において MVAC 療法を施行された尿路
上皮がん患者を対象とした後方視的コホート研究の結果について記述した。こ
こでの day 1 は、MVAC 療法開始日とした。MVAC 療法は methotrexate 30 mg/ 
m2 を day 1、15、22 に、vinblastine 3.0 mg/m2 を day 2、15、22 に、cisplatin 70 
mg/ m2 と adriamycin 30 mg/m2 を day 2 に静脈投与するプロトコールとなってい
る。治療開始時と day 15、22 では必ず血液検査を実施し、好中球数などが基準
値を満たしていることを確認した上で治療の開始、抗がん薬の投与の可否を決
定した。 
著者は、Dex 導入前では day 15 以降に好中球減少症の nadir（最低値）とな








 ２－１ 患者背景 
 
 各群の患者背景について Table 1 に記した。各群において年齢、性別、
performance status (PS)、体表面積、Body mass index (BMI)、クレアチニンクリア
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 ２－２ 好中球減少症の重篤化 
 
 Dex 1 day 群と Dex multiday 群では、Dex (－) 群と比較し、G3 および G4
の好中球減少症が高い発現率で認められた。特に G4 の好中球減少症は Dex (－)
群では認められず、Dex multiday 群では有意に高い発現率であった（Table 2）。 
 Dex (－) 群、Dex 1 day 群、Dex multiday 群における MVAC 療法 1 クール
目 （28 日間）の血液検査の平均実施回数はそれぞれ 11.3 ± 2.2 回、11.4 ± 2.5 
回、10.0 ± 2.3 回であり、有意な差は認められなかった。 
 
 ２－３ 好中球減少症の発現時期の早期化 
 
 Common Terminology Criteria  for Adverse Events (CTCAE) version 4 を
もとに好中球減少症の Grade（以下、G） 3 である 1,000 個/m3を初めて下回っ
た日について調査した。その結果、初めて G3 以上の好中球減少症が認められた
日は Dex (－) 群が 17.7 ± 2.1 日、Dex 1 day 群が 15.1 ± 2.1 日、Dex multiday
群が 13.2 ± 1.0 日と、Dex 使用日数が増えるに従い、発現日が早まる結果とな
った。また、Dex multiday 群は Dex (－) 群と比較して有意に早い発現日とな
った（Table 3）。 
 
２－４ G-CSF の使用率、使用開始日 
 
 各群における granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF) の使用率と、
使用した症例における使用開始日を Table 4 に示した。Dex 投与日数が増加す
るほど、G-CSF の使用率は高くなる傾向が認められた。また、使用開始日は、
Dex (－ )群と Dex 1 day 群で有意な差は認められなかったが、Dex (－) 群と比







 G 3 以上の重篤な好中球減少症発現に関連する臨床的な要因についてロジス
ティック回帰分析により解析した結果を示した（Table 5）。単変量ロジスティッ
ク回帰分析では、Dex 使用のみが重篤な好中球減少症発現に関連する有意な臨







 Dex の使用が MVAC 療法における好中球減少症に対して、症状の重篤化や
発現時期の早期化など影響を及ぼす結果が得られた。いずれの結果も、Dex の





ある。さらに Dex multiday では day12 に G3 の好中球減少症が認められ、その



































今回認められた Dex による MVAC 療法の好中球減少症の重篤化のメカニズ












もう一つの機序として、Dex と MVAC 療法で用いる抗がん薬との薬物動態学
的な薬物相互作用が考えられる。ヒトとラットにおいて methotrexate による肝
毒性が Dex 併用にて増強されることが報告されている[25,26]。この機序として、
methotrexate の胆汁排泄が Dex により阻害されることで、肝臓での
methotrexate 濃度が上昇するためと考察されている[27]。しかし、cisplatin、
vinblastine、adriamycin の薬物動態に対する Dex の影響についてはヒトでも
動物でも、報告されていないため現時点では不明である。 
本研究における limitation として以下のことが考えられる。 
（１）後ろ向きのカルテ調査であるため、血液検査は個々の医師の判断により
実施されているため、統一した検査日とはなっておらず、これにより好中













難しい。また 2009 年に発売となった標準的な制吐薬の一つである NK-1 阻害薬

















 過去にプラチナ製剤の血球細胞に対する毒性について Colony Forming Cell 









cisplatin に注目し、Dex の単剤、および cisplatin との併用による影響について





 ２－１ Cisplatin の用量の決定 
 
 Cisplatin の投与量を 2.5 mg/kg、5 mg/kg、10 mg/kg の 3 群にて検討した。
その結果 CFU-G のコロニー数はコントロール群の 72.5 ± 9.1 個と比較して
2.5 mg/kg cisplatin では 79.8 ± 12.3 個、5 mg/kg cisplatin 群では 62.8 ± 





２－２ CFC assay を用いた Dex 併用の検討 
 
 Cisplatin 群では CFU-GM のコロニー数が 68.5 ± 11.7 個と、コントロー
ル群の 105 ± 14.3 個と比較して、有意な減少が認められた。また、Dex 0.1 mg 
with cisplatin 群における CFU-GM は 49.5 ± 6.3 個と cisplatin 群と比較し
て有意な減少が認められたが、Dex 0.01 mg with cisplatin 群では 71.3 ± 11.9 
個と、cisplatin 群と比較して、差は認められなかった。一方、Dex 単独群にお
ける CFU-GM のコロニー数は 106.5 ± 24.3 個と、コントロール群と比較し




 CFC assay を用いて、造血幹細胞前駆細胞への各薬剤の影響を検討した結果、
cisplatin は CFU-GM のコロニー数を用量依存的に減少させ、10 mg/kg 
cisplatin で約 50 個とコントロール群の約 67%のコロニー数に減少していた。
過去の CFC assay を用いてプラチナ製剤の血球毒性を検討した報告では 6.5 
mg/kg cisplatin 投与により、コントロール群と比較して約 59%まで減少してい
た結果と比較すると[42]、ほぼ同等と考えられた。過去の報告では 12 mg/kg 以
上の cisplatin 用量がマウスの致死投与量として使用されており[28]、本研究に
おいて 10 mg/kg cisplatin 投与群でも 6 例中 1 例の死亡が認められた。以上よ
り、cisplatin は 10 mg/kg を超えた用量での検討が困難であり、10 mg/kg 
cisplatin 投与時の CFU-GM のコロニー数は、Dex 併用による減少量の増強が
仮に起こったとしても評価可能な数であると判断し、Dex 併用試験は 10 mg/kg 
cisplatin を用いることとした。 
Dex 単独群では CFU-GM のコロニー数への影響はなかったが、cisplatin に
0.1 mg/body Dex を併用することで cisplatin による CFU-GM の減少が有意に
増強される結果が得られた。このことから、Dex は骨髄中において cisplatin の
好中球減少症を増強することが考えられた。一方、CFU-GM のコロニー数の減
少効果は cisplatin と 0.01 mg/body Dex の併用では、cisplatin 群と同等であっ











ないと考えられた。本実験結果より、Dex 併用による cisplatin による細胞毒性
の増強作用は、CD-1 マウスの大腿骨における骨髄中で、なんらかの作用が発現
した結果と考えられた。Cisplatin による骨髄における造血幹細胞前駆細胞のコ
ロニー数の減少を Dex が増強した機序としては、Dex 併用により、骨髄中での
cisplatin の濃度上昇、殺細胞効果の亢進、活性酸素種以外によるアポトーシス
誘導が考えられた。 
 以上より、Dex 併用投与が MVAC 療法による骨髄抑制作用を増強した要因と
して、cisplatin による骨髄中 CFU-GM に対する血球毒性を DEX が増強されて
いたこと、またその作用には用量依存性があることが示唆された。そこで引き続
き、骨髄中の未分化な血球細胞に対する cisplatin と Dex の影響を検討するため





第４章 HL-60 細胞における cisplatin の殺細胞効果と細胞内取り込みに及ぼ




第 2 章の臨床研究で確認された MVAC 療法薬剤と Dex の併用による好中球





Dex 併用が cisplatin による血球毒性を増強する機序の一つとして、血球細胞
における cisplatin の細胞膜輸送の取り込み過程における薬物相互作用が起きて
いる可能性が考えられる。Cisplatin の取り込み機構としては、ヒト腎において
有機カチオントランスポーターの Organic cation transporter 2（OCT2）の関
与が報告されている[29]。また、イヌ腎臓尿細管上皮細胞由来の細胞である
Madin-Darby canine kidney (MDCK) 細胞において Dex が OCT2 の mRNA 発
現レベルを増加させたという報告がある[33]。このことから、cisplatin の取り込
みトランスポーターである OCT2 の発現が Dex により増加し、cisplatin の血球
細胞内の取り込みが増えることで血球毒性が増加したのではないかという仮説
を立て、実験を行うこととした。 
なお本研究では、Dex の濃度は 0.1–100 nM の濃度範囲で検討した。用量設
定の設定根拠として、Dex 4 mg または 20 mg 静脈投与した際の Dex 最高血中
濃度がそれぞれ 132.5 nM、1,500 nM と報告されており[34,35]、また、第 2 章





 ２－１ Dex 併用時における cisplatin による HL-60 細胞生存率の変化 
 
Dex 及び cisplatin 単剤または併用時における細胞毒性の変化を明らかにす
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る目的で、MTT assay を行った。48 時間の Dex 単剤処置では、Dex の臨床用
量による濃度と考えられる 0.1–100 nM の濃度範囲では MTT assay における細
胞生存率はほぼ 100%であり、細胞毒性は認められなかった。Cisplatin 単剤処
置では、0.1–30 µM の濃度範囲において用量依存的な細胞毒性が確認でき、IC50
は 1.24 ± 0.078 µM であった（Figure 2，Table 6）。Dex と 0.1-30 µM の
cisplatin を併用したところ、1 nM Dex を併用した際に、cisplatin の IC50 は
0.85 ± 0.058 µM となり cisplatin 単剤処置と比較して有意に IC50の低下が認
められた（Table 6）。一方 10 nM Dex 併用により IC50値は、逆に増加し Dex
の用量と細胞生存率の低下に相関はみられなかった。 
また、methotrexate、vinblastine および adriamycin の IC50 は、それぞれ
16.4 ± 1.1、1.57 ± 1.2、16.48 ± 1.4 µM であり、Dex 併用による IC50値の
有意な変化はなかった(Table 6)。 
 
 ２－２ Cisplatin 取り込み試験 
  
 ２−２−１ HL-60 細胞の cisplatin 取り込みの時間・濃度推移 
 
HL-60 細胞における cisplatin 取り込み特性を確認し、取り込み実験における
適切な時間かつ濃度を設定する目的で、cisplatin 取り込みの時間・濃度依存性
試験を行った。取り込み時間は 2、4、6 時間、cisplatin 濃度は 200、400、800 
µM で試験を行った。その結果、初期取り込み（cell-to-medium ratio：C/M ratio）
は時間では 4 時間、cisplatin 濃度では 400 µM まで直線的に増加した。(Figure 
3) 以上の結果より HL-60 細胞内への取り込み実験は、取り込み時間を 4 時間
並びに cisplatin 400 µM に設定し検討を行った。 
 
 ２−２−２ Cisplatin 取り込みに対する Dex の影響 
 
Cisplatin の HL-60 細胞への取り込みに対する Dex の影響を調べる目的で、
Dex を併用して cisplatin の取り込み実験を行った。Cisplatin 単剤の C/M ratio
と比較して Dex 1 nM 併用群、Dex 100 nM 併用群の結果は、いずれも有意な差
が認められなかった（Figure 4）。（cisplatin 単剤：0.739 ± 0.198 µL/mg protein 
per 4 hr、 Dex 1 nM 併用時：0.853 ± 0.109 µL/mg protein per 4 hr、Dex 100 
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nM 併用時：0.953 ± 0.267 µL/mg protein per 4 hr） 
 
 ２－３ OCT2 mRNA 発現レベルに対する Dex の影響 
 
HL-60 細胞において cisplatin の取り込みに関与する OCT2 が Dex によりど
のような影響を及ぼすかを調べる目的で、real-time PCR 法により遺伝子発現
レベルを解析した。その結果、Dex 処置 48 時間後においてコントロールの
mRNA 発現レベルを 1 としたとき、1 nM Dex を併用した際は、1.3 ± 0.033、








た前骨髄性血球細胞である HL-60 細胞には multidrug resistance transporter 
(MRP)が発現していることは報告されているが[39]、他の薬物トランスポーター
の発現については不明である。 




細胞である MDCK 細胞において Dex が OCT2 の mRNA 発現レベルを増加さ
せたという報告があることから[33]、前骨髄細胞において Dex が OCT2 の発現
増加を介して cisplatin の取り込みを促進することで、cisplatin の血球細胞毒性
を増強すると仮説をたてた。実験方法として MTT assay による細胞生存率の変
化、cisplatin の細胞内取り込み、HL-60 細胞における OCT2 発現への Dex の
影響について検討した。 
HL-60 細胞において Dex 併用により cisplatin の細胞毒性が 30％増強された




cisplatin の血球細胞内への取り込みへの Dex による影響について検討したが、
cisplatin に対して Dex の有意な影響は認められなかった（Figure 3）。これら
の結果から、Dex は cisplatin の細胞内取り込み以外の機序で、血球細胞毒性を
増強している可能性が考えられる。 
また、本研究において、HL-60 細胞における OCT2 発現が確認され、Dex 処
置により発現が増加する傾向が認められたものの、その影響は小さかった。
OCT2 の mRNA 発現レベルに対する Dex の影響を検討した結果、Dex 未処置
の mRNA 発現レベルを 1 としたとき、1 nM Dex、100 nM Dex を 48 時間処置
した結果、それぞれ 1.3 倍、1.15 倍と増加する傾向はあったが有意な差は認め
られなかった。（Figure 4）。MDCK 細胞において Dex は、OCT2 の mRNA 発
現レベルを約 2 倍に増加させているが[33]、本研究と比較し、Dex の処置時間は
72 時間処置とより長く、また Dex の処置濃度は 10µM と高濃度であった。ま
た、本研究において HL-60 細胞における OCT2 の蛋白や DNA の発現量の検討
は出来ておらず、cisplatin の細胞内取り込みに対して OCT2 がどの程度関与し
ているかは不明である。 
今回の細胞膜輸送に関する研究としては cisplatin の取り込みトランスポータ
ーに注目したが、排出過程における cisplatin の細胞膜輸送に対する Dex の影響
は検討していない。Cisplatin の排出トランスポーターとして MRP2 や
multidrug and toxin extrusion transporter 1（MATE1）が報告されている
[41,42]。これまでに Dex は MRP2 mRNA 発現および活性を増強させるという
報告があるが[43,44]、今回の結果を説明することは出来ないことから、Dex に























コロニー数の cisplatin 投与による減少が 0.1 mg Dex 併用により、増強される
結果が得られた。このことから、Dex が骨髄中において cisplatin の好中球への
細胞毒性を増強することが示唆された。一方、その影響は 0.01 mg/kg Dex の低
用量では、消失した。続いて、HL-60 細胞を用いた検討では、MVAC 療法に用
いる各種抗がん薬の中で、cisplatin のみ、Dex 併用により MTT assay を用い
た細胞生存率における IC50値を約 30%低下させることが確認されたものの、そ
の影響は小さいことが確認された。 
 現時点では、Dex が cisplatin による造血幹細胞前駆細胞のコロニー数の減少





















本研究により、制吐薬として用いている Dex 併用が MAVC 療法における好
中球減少症を重篤化し、発現を早期化する可能性が示唆された．また、その機
序の１つとして cisplatin による血球細胞毒性を Dex が増強している可能性が
CD-1 マウスと HL-60 細胞を用いた基礎研究により示唆された。一方で、低用













 ６－１ 臨床研究デザイン 
 
 後方視的コホート研究として金沢大学附属病院の電子カルテを調査すること




MVAC 療法の投与レジメンは以下の通りである。30 mg/m2の methotorexate
を day 1、15、22 に点滴静注する。3 mg/m2の vinblatstine を day 2、15、22
に点滴静注する。30 mg/m2の adriamycin と 70 mg/m2の cisplatin を day 2 に
点滴静注する。これを 28 日毎に投与を繰り返す。Day 15 と 22 においては、血
液検査を行い、好中球数が 1,000 個/m3 以上であることを確認して、投与を行
う。 
患者群は MVAC 療法施行時の Dex の投与方法によって 3 つのグループに分
けて、検討を行った。Dex を使用していないグループは Dex(－)群（n = 6）、Dex 
8 mg を day 2 の cisplatin 投与前に 1 日だけ投与された群を Dex 1 day 群（n  
= 12）、day 2 に Dex 8 mg、day 3、4 に 2 mg 投与した群を Dex multiday 群
（n = 6）に分類した。各患者の最初のコースの結果を検討に用いた。 
MVAC 療法施行後の好中球減少症の nadir を主要評価項目として検討した。
CTCAE version 4 を用いて評価し、 Grade 3 以上の好中球減少症を重篤な好中
球減少症と定義した。 
併用された制吐療法として、5-HT3 拮抗薬（granisetron 3 mg または
ondansetron 4 mg）が day 2 の cisplatin 投与前後の 2 回、静注で全例に併用さ
れていた。その他の併用薬については、Table 1 に示した。 
血液検査は、医師の判断のもと実施されていた。ただし、day 15 と 22 におい




始直前の好中球数 2000 個/ m3、総ビリルビン値 > 0.5 mg/dL、AST > 27 U/L、
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統計解析は、SPSS ver.19.0（SPSS 株式会社、東京）、Microsoft Exel 2010
（マイクロソフト、東京）を用い、p 値が 0.05 未満のものを統計学的に有意と
判定した。 
 
○第 3、4 章 
 
基礎研究における全ての定量値は平均値±SEM の形式で表記した。 
全ての統計解析は、Microsoft Exel 2010（マイクロソフト、東京）、GraphPad 




 ６－３ 実験試薬 
 
完全 MethoCult®培地（#03434）（株式会社ベリタス，東京） 
ランダ注 10 mg/20 mL（日本化薬株式会社、東京） 






Pierce® BCA™ Protein Assay Kit（Thermo Fisher Scientific K.K.，神奈川） 
Gen Elute™ Mammalian Total RNA Miniprep Kit（シグマアルドリッチ ジャ
パン合同会社，東京） 
High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit（Applied Biosystems， CA，
USA） 




 ６－４ 実験機器 
 
島津原子吸光分光光度計 AA-6650（株式会社島津製作所，京都） 












112240, AP-122323, AP-132703, AP-143072, AP-153443, AP-163752）。 
前骨髄性白血病細胞株 HL-60 細胞は国立研究開発法人理化学研究所バイオリ
ソースセンター（茨城，日本）より購入した。10 cm dish 上に細胞を播種し、
37℃、飽湿、5%CO2のインキュベーター中で 90% confluent まで培養した。培











 5% EtOH 生理食塩水に溶解した Dex（0.1 mg/body or 0.01 mg/body）を腹腔
内に投与した。Cisplatin も同様に腹腔内投与した。コントロール群は何も投与
しなかった。マウスに cisplatin は 1 日目のみ、Dex は 1 日目から 5 日間連続で
投与した。同日に 2 剤投与する場合は、cisplatin 投与の 30 分以上前に Dex を
投与した。8 日目にエーテル麻酔をかけ、頚椎脱臼後、大腿骨を採取した。 
 
B） CFC assay 
 
 大腿骨から骨髄を採取し、PBS を用いて洗浄した。3000 rpm，5 min で遠心
後、PBS を除去し、PBS 500 μL～1 mL を加え、10 µL をとって PBS 490 µL
で希釈し、1/50 の割合に希釈した。細胞数をカウントし、細胞濃度が約 100 ×
104 個になるよう調整した。完全 MethoCult®培地(#03434 株式会社ベリタス，
東京) 3 mL に調製した骨髄細胞を 0.3 mL 添加し、1.1 mL ずつ分注し、シャー
レ 2 枚分とした。加湿インキュベーター内、37°C、5％CO2 下で 12 日間インキ
ュベートし、7 日後に BFU-E、12 日後に CFU-GM のコロニー数を評価した。
[30] 
 
６－６－２ MTT assay 
 
10 cm dish より HL-60 細胞をコニカルチューブに回収し、血球算定盤を用い
て細胞数を計数し、約 0.5 ×105 cell/mL となるように RPMI1640 培地により
希釈し、96 well plate に各 200 µL ずつ播種した。24 時間前培養した後、plate
を 50 x g、2 min で遠心し、上澄みをアスピレーターで取り除き、コントロール
には、0.1%DMSO/ Saline/RPMI1640 液を添加し、 cisplatin, adriamycin, 
vinblastine, methotrexate 及び Dex を含む培地を添加し、48 時間または 72 時
間培養させた。その後、5 mg/mL MTT 溶液 20 µL を各ウェルに添加し、イン
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キュベーター内で 4 時間呈色反応させた。Plate を 50 x g、2 min で遠心し、上
清をアスピレーターで取り除き、1×PBS溶液で洗浄後、DMSO 200 µL添加し、







IC50は GraphPad Prism Version 5.0（GraphPad Software Inc.，CA，USA）
を用いて算出した。 
 




10 cm dish より HL-60 細胞をコニカルチューブに回収し、50 x g、2 min で
遠心後、上澄みを除去し、HBSS に懸濁しなおした。その後、血球算定盤を用い
て細胞数を計数し、約 0.5 ×108 cells/mL となるように HBSS で希釈し、細胞
懸濁液を得た。懸濁液は氷上で保存し、直ちに実験で使用した。 
細胞懸濁液を 110 µL ずつ 96well plate に播種し、インキュベーター内で 10 
min 前培養した。前培養後、細胞懸濁液に ciplatin 溶液を添加し、所定の時間、
反応させた。所定の時間経過後、反応液から 200 µL を採取し、あらかじめ 3 M 
KOH 50 µL および比重を 1.01~1.017 g/cm3の範囲に調整した流動パラフィン-
シリコンオイル混合液 100 µL を重層した 0.4 mL マイクロチューブに重層し
て、直ちに微量高速冷却遠心機を用いて 10,000 x g、1 min、4 ℃で遠心分離し、
反応を停止させた。 
反応停止後、室温で 3 h 以上静置して細胞を溶解させた。その後、マイクロチ
ューブのオイル層の部分をカッターナイフで切り、マイクロピペットを用いて
細胞溶解液（KOH 層）をパラフィルム上に移し、混合オイルをパラフィルムに
吸着させた。その後、5 M HCl 溶液 30 µL を入れた 1.5 mL マイクロチューブ
に移し、十分に混和し中和した。全量約 80 µL の細胞溶解液のうち、50 µL を




残りの細胞懸濁液は、Pierce® BCA™ Protein Assay Kit を用いて BCA 法に
よってタンパク定量を行った。定量のために、マイクロプレートリーダーを用い
て 540 nm の吸光度を測定した。 
 
得られたサンプル中の cisplatin 濃度は以下の条件のもと原子吸光分光光度計





















No. 温度（℃） 時間（sec） ガス流量（L/min） サンプリング 
1 120 20 0.1 OFF 
2 250 10 1 OFF 
3 1200 10 1 OFF 
4 1200 15 1 OFF 
5 1200 3 0 OFF 
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6 2400 3 0 ON 
7 2500 2 1 OFF 
 
得られた CISPLATIN 量及びタンパク質量から、cell-to-medium ratio（C/M 
ratio）を以下の式を用いて算出した。 
C M⁄  ratio =
細胞内 CISPLATIN 量 (µmol mg protein⁄ )







A) Total RNA の抽出 
 
1×106 個の細胞を 300×g で 5 分遠心してから培地を完全に取り除いた。
Dex(+),(−)それぞれについて3つずつ、別のウェルから細胞を採取して用意した。 
Lysis solution/2-ME mixture 250 μL を添加し、ペレットをボルテックスし
細胞同士を解離させ、溶解した細胞をピペットで GenElute Filtration Column
にいれ 16,000×g で 2 分間遠心した。その後、Filtration Column は廃棄した。 
ろ過したライセートに 250 μL の 70％エタノール溶液を添加し、混和した。
ライセート/エタノール混合液をピペットで GenElute Binding Column にいれ、
16,000×g で 15 秒間遠心した。カラムと collection tube を残し、カラムを通過
した溶液は廃棄した。 
500 μL の wash solution 1 をカラムにいれ 16,000×g で 15 秒間遠心し、カ
ラムを 2 mL collection tube に移し替えることを 2 回繰り返した後に、16,000
×g で 2 分間遠心しカラムを乾燥させた。 
カラムを通過した溶液を廃棄し、再び 16,000×g で 1 分間遠心した。カラム
を 2 mL collection tube に移し替え、50 μL の elution solution をカラムにいれ






B) cDNA への逆転写 
 
2×Reverse Transcription Master Mix（RT Master Mix）を調整した。氷上
で試薬を融解させた。以下の操作はすべて氷上で行った。 
RNA 溶液を 0.14 μg/μL に希釈した。希釈液は 1.5 mL チューブで作成した。
まず buffer をすべて入れてからそれぞれの RNA 原液を入れた。 
2×RT Master Mix を 10 μL、RNA 希釈液 10 μL が入った 1.5 mL チューブ
に入れた。軽くピペッティングをして混和した。 











C) Real time PCR 
 
1．薬液処置 
10 cm dish より HL-60 細胞をコニカルチューブに回収し、血球算定盤を用い
て細胞数を計数し、約 0.5 ×105 cell/mL となるように RPMI1640 培地により
希釈し、12 well plate に各 2.1 mL ずつ播種した。24 時間前培養した後、plate
を 50 x g、2 min で遠心し、上澄みをアスピレーターで取り除き、検量線用サン
プル、コントロールは Dex を含まない培地、サンプルには所定の Dex 濃度を含
む培地を添加し、48 時間培養させた。 
 
2．HL-60 細胞の total RNA 抽出 
HL-60 細胞の total RNA 抽出には、Gen Elute™ Mammalian Total RNA 
Miniprep Kit を用いた。2 mL マイクロチューブに薬液処置後の HL-60 細胞を
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1 × 106 cell 回収し、lysis solution/2-ME mixture 250 µL を添加し、試験管ミ
キサーDeltaMixer Se-08 によって細胞を溶解させた。溶解した細胞液は
GenElute Filtration Column に入れ、16,000g x 2 min, 20℃で遠心し、濾過し
たライセートに 70%エタノール 250 µL 添加、ピペッティングにより混和した。
ライセート/エタノール混合液を GenElute Binding Column に入れ、16,000 g x 
15 sec, 20℃で遠心し、濾液を捨てた。洗浄のため、wash solution1 500 µL を
カラムに入れ、16,000 g x 15 sec, 20℃で遠心した。さらにカラムを新しい 2 mL 
collection tube に移し替え、wash solution 2（エタノール含有）500 µL におい
ても 16,000 g x 15 sec, 20℃で遠心後、再度 wash Solution 2（エタノール含有）
500 µL で 16,000 g x 2 min, 20℃遠心し、濾液を捨てた後、16,000g x 1 min, 
20℃で遠心して洗浄した。カラムを新しい 2 mL collection tube に移し替え、
Elute solution 50 µL を添加し、16,000 g x 1 min, 20℃で遠心し、total RNA を
抽出した。 
 
3．total RNA 濃度の測定 
NanoDrop Lite を用いて、抽出した total RNA 濃度を測定した。 
 
4．cDNA への逆転写反応 
逆転写反応には、High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit を用いた。 
 
2 の操作で単離した total RNA 2 µg を使用し、反応のボリュームを 20 µL と
して行った。逆転写の装置は DOUBLE ALUMI BATH ALB-301 を使用した。
（逆転写条件：25℃ 10 min、37℃ 120 min、85℃ 5 min、4℃ ∞） 
 
5．Real-time PCR 




Real-time PCR には、THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix を用いた。滅菌水 
6.76 µL に 0.1 × ROX qPCR Mix 10.04 µL 、及び各遺伝子に対する
forward/reverse primer 各 0.6 µL を加えた混合液を MicroAmp Optical 96-
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Well Reaction Plate に 18 µL ずつ添加し、さらに各 well に 6.4 で合成した
cDNA サンプルを 2 µL ずつ加えた。cDNA の増幅・検出は Mx3000p Real-Time 
QPCR System にて行った。(PCR 条件：初期変性 95℃ 15 min を行った後、変
性 95℃ 10 sec、アニーリング/伸長 60℃ 30 sec のステップを 40 サイクル、
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Dex (−) (n=6) Dex 1 day (n=12) Dex multiday (n=6)
Age (year) 67.3 (58-73) 67.0 (57-79) 69.5 (57-76)
Sex (male/female) 5/1 12/0 3/3
PS (0/1/2) 5/1/0 10/1/1 6/0/0
Body surface area (m2) 1.8 (1.5-2.0) 1.7 (1.5-1.8) 1.6 (1.4-1.8)
Body mass index (kg/m2) 22.9 (19.8-28.1) 21.2 (15.9-27.5) 24.7 (19.3-30.0)
Creatinine clearance 
(mL/min)
94.5 (62.3-125.1) 99.8 (55.6-143.7) 98.5 (65.9-143.8)
Total bilirubin (mg/dL) 0.53 (0.4-0.8) 0.63 (0.3-1.4) 0.72 (0.5-1.3)
AST (IU/L) 24.7 (12-31) 22.0 (10-32) 18.3 (15-21)
Concomitant medications












Data are mean values (range in parentheses).
PS: performance status, AST: aspartate transaminase,
5HT3 receptor: serotonin type 3 receptor









G3 (%) 50.0 41.7 0
P value 1.0 0.18
G4 (%) 0 50.0 100.0
P value 0.054 0.002
G3/4 (%) 50.0 91.7 100.0
P value 0.08 0.18
Table 2  Severity of neutropenia in patients on the first course of 
MVAC chemotherapy
P values are for G3,G4 and G3/4 neutropenia with Dex (1 day or multiday) versus Dex








Day of onset of severe neutropenia 17.7 ± 2.1 15.1 ± 2.1 13.2 ± 1.0
P value 0.113 0.008
Table 3 Day of onset of first severe neutropenia in patients on the first 
course of MVAC chemotherapy
Data are mean ± SD. P values are for day of onset of severe neutropenia with Dex (1 day 








G-CSF use (%) 50 75 100
P value 0.34 0.18
Day of Onset of first G-CSF use 18.0 ± 2.0 15.1 ± 2.7 13.7 ± 1.5 
P value 0.17 0.04
Table 4 G-CSF usage at the first course of MVAC chemotherapy
P values are for G-CSF use with Dex 1day and multiday versus Dex (−), as determined by 
Fisher’s exact test.
Onset day of G-CSF first use data are mean ± SD. P values are for onset day of G-CSF use with 




severe neutropenia (%) 
OR (95% CI) 
P
value
Dexamethasone (+) : 94.4 17.0 (1.3-223.1) 0.03
(−) : 50.0
Age (> 65 y) (+) : 88.2 3.0 (0.33-27.2) 0.33
(−) : 71.4
Female Female : 75.0 0.5 (0.04-7.0) 0.63
Man ： 85.0
PS (> 0) (+) : 66.7 0.3 (0.02-4.9) 0.42
(−) : 85.7
Total bilirubin (> 0.5 mg/dL) (+) : 90.9 3.0 (0.3-34.0) 0.38
(−) : 76.9
BMI (< 23 kg/m2) (+) : 84.6 1.2 (0.1-10.5) 0.86
(−) : 81.8
OR: odds ratio, CI: confidence interval, PS: performance status, BMI: body mass index
Table 5  Risk factors associated with Grade 3/4 neutropenia among 24 
patients undergoing MVAC therapy at first course, univariate logistic 
regression analysis
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Dex (nM) Cisplatin IC50 (µM) p
0 1.24 ± 0.08 ---
0.1 0.96 ± 0.07 0.079
1 0.85 ± 0.06 0.005*
10 0.93 ± 0.07 0.054
100 1.11 ± 0.07 0.452
Table 6  Comparison of IC50 values for MVAC therapy 
drugs with and without Dex in HL-60 cells
Dex (nM) Adriamycin IC50 (µM) P
0 16.48 ± 1.4 ---
100 10.3 ± 1.4 0.52
10,000 14.73 ± 1.4 0.88
Data are expressed as mean values ± SEM of three or four independent experiments. 
Asterisks indicate significant difference from Dex 0 nM ( p < 0.05 ).
Dex (nM) vinblastine IC50 (µM) P
0 1.57 ± 1.2 ---
100 1.46 ± 1.1 0.52
10,000 1.47 ± 1.1 0.88
Dex (nM) methotrexate IC50 (µM) p
0 16.4 ± 1.1 ---
100 18.79 ± 1.1 0.43
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Figure 1  CFU-GM colony counts after treatment of drugs in CD-1 
mice
Control group is no treatment (n=10). Cisplatin group is administrated 10 mg/kg cisplatin 
on day 1 (n=9). Dex-Low with cisplatin group is administrated 10mg/kg cisplatin on day 1 
and 0.01 mg/body dexamethasone on day 1-5 (n=6). Dex-High with cisplatin group is 
administrated 10 mg/kg cisplatin on day 1 and 0.1 mg/body dexamethasone on day 1-5 
(n=9). Dex group is administrated 0.1 mg/body dexamethasone on day 1-5 (n=3). Data are 




























Figure 2  Cells viability of HL-60 cells after exposure to Cisplatin and 
Dex for 48hr





































































Figure 3  Time- and Concentration-dependence of CDDP Uptake 
in HL-60 cells































Figure 4  Effect of Dex on Cisplatin Uptake in HL-60 cells
Cells were incubated with 400 µM Cisplatin for 4 hr in the presence of Dex at concentrations of 
1 nM and 100 nM or without drug (Dex 0 nM). Data are expressed as mean values ± SEM of 
eight independent experiments. 
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